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RESUMO - A incidência de plantas de milho com sintomas de enfezamentos causados por
molicutes ou de infecção por vírus foi avaliada em um ensaio com 22 cultivares, plantadas na
safrinha e na safra de verão, em diferentes locais nos estados de São Paulo, Goiás e Minas
Gerais. Essas avaliações foram feitas a partir da safrinha de 1999 até a safrinha de 2001.
Amostras de folhas com sintomas de enfezamentos foram submetidas à extração de DNA e
ao teste de PCR, para determinação dos índices de infecção por fitoplasma e por espiroplas-
ma. Amostras de folhas com sintomas de viroses foram submetidas a testes RT-PCR, para
confirmação da identificação do vírus. Em geral, a incidência de sintomas de enfezamentos foi
maior na safrinha que na safra de verão, exceto no Estado de São Paulo, onde a incidência
dessas doenças foi semelhante nas duas épocas de cultivo. A infecção por molicutes foi detec-
tada em 103 amostras, dentre 390 submetidas ao teste de PCR. A infecção simultânea por
espiroplasma e por fitoplasma foi detectada em apenas seis dessas amostras. Considerando-
se o total de amostras positivas quanto à infecção por molicutes, os níveis de incidência de
espiroplasma e de fitoplasma foram semelhantes. Contudo, na safrinha, observou-se que ape-
nas um desses molicutes predominou. Essa predominância foi alternada de espiroplasma na
safrinha de 1999, para fitoplasma na safrinha 2000 e espiroplasma na safrinha de 2001. O
Maize Rayado Fino Virus (MRFV) e o Maize Dwarf Mosaic Virus (MDMV) foram detecta-
dos em níveis de incidência variáveis, apenas em alguns locais e safras avaliados, em geral,
com níveis de incidência inferiores aos níveis de incidência dos enfezamentos.
Palavras-chave: Espiroplasma, fitoplasma, MRFV, MDMV, Zea mays.
MOLLICUTES AND VIRUSES ON MAIZE AT THE “SAFRINHA” GROWING
SEASON AND AT THE “SUMMER” GROWING SEASON.
ABSTRACT - The incidence of Corn stunt diseases symptoms and virus infection symptoms
was surveyed on 22 cultivars sowed in the “Safrinha” growing season and in the “Summer”
growing season at several localities in São Paulo, Goiás and Minas Gerais States. These survey
was made from Safrinha 1999 until Safrinha 2000. Leaves samples from plants with Corn stunt
diseases symptoms were submitted to DNA extraction and to PCR test to determine the
incidence index of infection by phytoplasma and by spiroplasma. Leaves samples with virus
infection symptoms were submitted to RT-PCR to confirm the virus identification. In general,
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the incidence of Corn stunt diseases symptoms was higher in the Safrinha growing season than
in the Summer growing season, except in São Paulo state where the incidence of these diseases
was similar on both seasons. The mollicute infection was detected in 103 samples, among 390
submitted to PCR test. The simultaneous infection by both spiroplasma and phytoplama was
detected only in 6 samples. Taken into account the total of positive samples to mollicute infection,
the incidence of spiroplasma and phytoplasma was similar. However, only in the Safrinha growing
season it was observed that only one of these mollicute predominated. This predominance
alternated from spiroplasma in Safrinha 1999, to phytoplasma in Safrinha 2000 and spiroplasma
in Safrinha 2001. The Maize Rayado Fino Virus (MRFV) and the Maize Dwarf Mosaic Virus
(MDMV) were detected in variable levels of incidence, just at some localities and growing
season evaluated, in general with incidence levels lower than the ones of Corn stunt diseases.
Key-words: Spiroplasma, phytoplasma, MRFV, MDMV, Zea mays.
Desde a década de 80, os plantios de milho
de segunda época, ou safrinha, por constituírem uma
opção rentável para o período de outono, têm au-
mentado e atingem atualmente 2,4 milhões de hec-
tares em área plantada, representando 15% da pro-
dução nacional de milho (Conab, 2001).
Esses plantios de safrinha proporcionam a
sobreposição de ciclos da cultura, o que tem sido
apontado como causa principal da alta incidência e
severidade de doenças no milho (Fernandes & Oli-
veira, 1997). A sobreposição de ciclos das plantas
favorece a sobrevivência de patógenos e de insetos
vetores de molicutes e de vírus. Plantios de safrinha
também expõem a cultura a condições climáticas
distintas daquelas predominantes nos plantios de
verão, o que pode determinar a alta incidência e se-
veridade de doenças no milho, quando as condi-
ções de temperatura, umidade relativa do ar e
luminosidade são favoráveis ao desenvolvimento do
agente causal e/ou de seu inseto vetor.
Entre as doenças economicamente impor-
tantes para o milho, no Brasil, incluem-se o
enfezamento pálido, cujo agente causal é o
Spiroplasma kunkelii, e o enfezamento vermelho,
associado a um fitoplasma, ambos patógenos per-
tencentes à classe Mollicutes (Bascopé & Galindo,
1980; Whitcomb, 1986), transmitidos pela cigarrinha
Dalbulus maidis (Nault, 1980; Oliveira et al., 2002).
Os dois tipos de enfezamentos podem ser diferenci-
ados com base em sintomas, porém, freqüentemen-
te essa distinção é limitada, dependendo da cultivar
e da idade em que a planta foi infectada (Nault, 1980;
Fernandes & Oliveira, 1997). Os molicutes podem
ser detectados nos tecidos de plantas de milho
infectadas, por testes de PCR (Lee et al., 1993;
Harrison, 1996; Barros et al., 2001).
Apenas o Maize Rayado Fino Virus
(MRFV), o Maize Mosaic Virus e o Maize Dwarf
Mosaic Virus, respectivamente, transmitidos pela
cigarrinha D. maidis, pela cigarrinha Peregrinus
maidis e por pulgões, estão relatados em milho, no
Brasil, embora essa cultura possa ser infectada por
muitos vírus distintos, em diversos países no mundo
(Kitajima et al., 1976; Shurtleff, 1980; Almeida et
al., 2000).
Neste trabalho avaliou-se a incidência de
enfezamentos e de viroses em milho em plantios de
safrinha e da safra de verão e verificou-se a predo-
minância entre fitoplasma e espiroplasma nessas
épocas de plantio.
Material e Métodos
Para avaliações da incidência de enfezamen-
tos e de viroses, um ensaio com 22 cultivares de
milho foi plantado em diferentes locais, nos Estados
de São Paulo, Goiás e Minas Gerais, nas épocas de
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plantio do milho safrinha e da safra de verão, com
início no período da safrinha de 1999 e término no
período da safrinha de 2001 (Tabela 1). As parce-
las experimentais foram constituídas por uma fileira
de 5 m para cada cultivar, com três repetições, em
delineamento de blocos ao acaso. As avaliações da
incidência de enfezamentos e de viroses foram feitas
na época do enchimento de grãos. As 22 cultivares
de milho utilizadas no ensaio foram previamente es-
colhidas com base em informações fornecidas por
empresas produtoras de sementes e em observa-
ções isoladas, feitas anteriormente em campo, refe-
rentes ao comportamento de cada uma quanto à
resistência aos enfezamentos, sendo algumas consi-
deradas altamente suscetíveis, outras altamente re-
sistentes, e outras intermediárias. Foram considera-
das altamente suscetíveis cultivares anteriormente
observadas com índices da ordem de 100% das
plantas apresentando sintomas de enfezamentos.
Foram consideradas cultivares altamente resistentes
aquelas freqüentemente observadas sem sintomas
dessas doenças, quando cultivadas simultaneamen-
te com outras apresentando índices elevados de plan-
tas com sintomas.
As determinações do percentual de plantas
com sintomas de enfezamentos e de viroses foram
sempre realizadas em uma cultivar considerada al-
tamente suscetível à infecção por molicutes. Apenas
uma cultivar considerada altamente resistente à in-
fecção por esses patógenos foi sempre avaliada para
confirmação da ausência de sintomas de enfezamen-
tos. Foram considerados sintomas de enfezamentos
a presença de folhas avermelhadas, principalmente
nas margens e/ou nas extremidades, a presença de
estrias esbranquiçadas iniciando-se na base das fo-
lhas, típicas da infecção por espiroplasma, associa-
das ou não à proliferação de espigas e/ou redução
na altura da planta, sem distinção entre o enfeza-
mento pálido e o enfezamento vermelho.
Os níveis de incidência de enfezamentos e
de viroses, em cada ensaio, foram obtidos pela
média de incidência nas três repetições. A incidên-
cia média na safrinha e na safra de verão foi calcula-
da pela média de incidência em todos os ensaios
avaliados nos diversos locais e nessas épocas. A
incidência nos estados de São Paulo e de Goiás foi
calculada pela média dos ensaios conduzidos em
cada um. No estado de Minas Gerais, foi represen-
tada pela média do ensaio conduzido em Sete La-
goas, considerando-se sempre as duas épocas de
plantio.
TABELA 1. Localidades e épocas de avaliação da incidência de enfezamentos e de viroses em ensaio
com 22 cultivares de milho.
(-) Não avaliado; Sfr – Safrinha; Sfv – Safra de Verão.
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Todas as cultivares foram avaliadas também
para verificar a incidência de possíveis novos vírus,
para comparação de sintomas de enfezamentos e
para coleta de amostras para detecção desses
patógenos.
Em cada ensaio, nos diferentes locais e épo-
cas de plantio, foram coletadas as folhas-bandeiras
em 15 plantas, de cinco cultivares apresentando sin-
tomas de enfezamentos, para detecção dos molicu-
tes presentes. Essas amostras foram transportadas
em caixa térmica com gelo, sendo liofilizadas ou
mantidas em laboratório, congeladas, até a detecção
dos molicutes. A extração do DNA foi conduzida
segundo protocolo de Saghai-Maroof et al. (1984)
modificado e a detecção de espiroplasma e de fito-
plasma foi feita utilizando-se respectivamente, os
seguintes pares de oligonucleotídeos: CSSF2: 5’-
GGC AAA AGA TGT AAC AAA AGT-3’ e
CSSR6: 5’-GTT ACT TCA ACA GTA GTT GCG-
3’ (Barros et al., 2001); e R16F2:  5’-ACG ACT
GCT GCT AAG ACT GG-3’ e R16R2: 5’-TGA
CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3’ Lee
et al. (1993). Foram utilizadas as condições de re-
ação descritas por Lee et al. (1993) em PCR
multiplex.
As amostras de folhas com sintomas de
Maize Rayado Fino Virus e de Maize Dwarf Mosaic
Virus foram coletadas apenas uma vez nos locais
em que essas viroses foram detectadas. O RNA total
das amostras de folha de milho foi extraído de acor-
do com Lane (1986), o RNA da preparação
purificada foi extraído utilizando-se o método des-
crito por De Vries et al.(1982) e as amostras foram
submetidas a análises de RT-PCR (Hammond et al.,
1997; Almeida et al., 2000), para confirmação de
infecção por esses vírus. Foram considerados sin-
tomas de MRFV pontos cloróticos coalescentes nas
folhas, com aspecto de riscos finos, sempre parale-
los às nervuras secundárias. Plantas com sintomas
foliares caracterizados por manchas cloróticas
entremeadas por áreas verdes, em padrão de mo-
saico, foram consideradas infectadas por MDMV.
Os resultados obtidos em todas as avalia-
ções foram submetidos a análises de distribuição de
freqüência.
Resultados e Discussão
De forma geral, os níveis de incidência de
enfezamentos foram mais altos nos plantios de
safrinha, em relação aos plantios da safra de verão
(Figura 1). Observou-se, contudo, que, no estado
de São Paulo, essa incidência manteve-se igualmente
elevada tanto na safrinha quanto na safra de verão
(Tabela 2).
FIGURA 1. Incidência de plantas com sintomas de
enfezamentos causados por molicutes em milho, na
safrinha e na safra de verão (média dos ensaios).
TABELA 2. Incidência (%) de plantas com sinto-
mas de enfezamentos causados por molicutes em
milho, na safrinha e na safra de verão, no período da
safrinha de 1999 à safrinha de 2001 (média dos en-
saios).
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A maior incidência de enfezamentos nos
plantios de safrinha, em relação aos plantios da sa-
fra de verão, podem ser explicados com base em
dois aspectos principais. A colheita da safra de ve-
rão, normalmente realizada nos primeiros meses do
ano, pode favorecer a migração das cigarrinhas
infectivas com molicutes, das lavouras em final de
ciclo para as plantas jovens do milho safrinha, uma
vez que os plantios de safrinha são, geralmente, re-
alizados nos meses de fevereiro e março. Aparente-
mente, em lavouras no final do ciclo, ocorrem picos
populacionais de cigarrinhas infectivas com molicu-
tes, visto que, geralmente, quando as plantas de mi-
lho são infectadas nos estádios iniciais de desenvol-
vimento, esses patógenos podem ser detectados nas
folhas-bandeiras dessas plantas, quando estas se
encontram na fase de enchimento de grãos (Oliveira
et al., 2001). Por outro lado, os plantios de safrinha,
nos meses de fevereiro e março, coincidem com as
chuvas de verão, que podem proporcionar maior
umidade relativa do ar. Entre os fatores que favore-
cem a alta incidência dessas doenças na cultura do
milho, Oliveira & Oliveira (2001) verificaram corre-
lação direta entre a umidade relativa do ar e a inci-
dência de enfezamentos.
Da mesma forma, pode-se explicar a pari-
dade de distribuição dos enfezamentos na safrinha e
na safra de verão, no estado de São Paulo. Por um
lado, esse estado planta mais milho safrinha que os
estados de Goiás e de Minas Gerais e, provavel-
mente, a variação nas datas de plantio das diversas
lavouras, com sobreposição dos ciclos da cultura,
contribui para a multiplicação dos molicutes e de seu
inseto vetor, a cigarrinha D. maidis. Nesse caso, as
lavouras de milho no estado de São Paulo estariam
sujeitas a maior pressão de inóculo desses patógenos
que nos outros locais avaliados. A perpetuação dos
enfezamentos em plantios consecutivos de milho com
sobreposição dos ciclos da cultura foi recentemente
demonstrada por Oliveira & Oliveira, (2001). As
condições ambientais do estado de São Paulo podem
ser mais favoráveis à alta incidência de enfezamen-
tos tanto na safrinha quanto na safra de verão, em
relação a Goiás e Minas Gerais.
Dentre o total de 390 amostras coletadas
nos diferentes locais e épocas de plantio, em plantas
com sintomas de enfezamentos e submetidas ao teste
de PCR multiplex (Figura 2), a presença de molicu-
tes foi confirmada em apenas 26,4%, correspon-
dente a 103 amostras positivas (número de plantas
com presença de espiroplasma e/ou fitoplasma de-
tectada por PCR) e 109 detecções (número de ve-
zes em que constatou-se a presença de espiroplas-
ma ou de fitoplasma, nas 103 amostras positivas).
Em apenas seis amostras (correspondente a 5,8%),
dentre as 103 amostras positivas, foi constatada a
infecção simultânea por espiroplasma e por fitoplas-
ma. Limitações na detecção desses patógenos em
amostras coletadas em campo têm sido atribuídas à
sua distribuição desuniforme nas plantas (Oliveira et
al., 1998), possivelmente dependente da idade em
que a planta foi infectada, devendo-se considerar
também a idade do tecido amostrado e a qualidade
do DNA extraído.
Independentemente da época e do local de
plantio, a presença de fitoplasma e de espiroplasma
foi confirmada em 47,2% e em 53,2% das amostras
positivas, respectivamente, evidenciando que os dois
patógenos devem ser considerados importantes
quanto à incidência na cultura do milho.
FIGURA 2. Resultado do PCR multiplex para
detecção simultânea de espiroplasma e de fitoplas-
ma em 15 amostras de folhas de milho coletadas em
Rio Verde, GO. F = fitoplasma (1,2 kb), E = espi-
roplasma (0,5 kb) e (-) = controle negativo.
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A distribuição de freqüência das 109
detecções de fitoplasma e/ou de espiroplasma, em
função das épocas de plantio, mostrou que, nas sa-
fras de verão, o nível de incidência desses patógenos
foi semelhante; porém, em cada época de safrinha,
predominou um dos dois (Figura 3). É provável que
a predominância de um ou de outro desses molicu-
tes tenha sido determinada pela temperatura ambi-
ente. Em cultura axênica, o espiroplasma tem sido
cultivado em temperaturas em torno de 300C. Além
disso, já foi demonstrado que temperaturas em tor-
no de 310C  durante o dia e 250C durante a noite
aceleram o desenvolvimento desse patógeno nas
plantas de milho e no inseto vetor (Nault, 1980).
Portanto, é provável que altas temperaturas possam
favorecer prioritariamente o desenvolvimento do
espiroplasma, em detrimento do fitoplasma, e que
em baixas temperaturas o espiroplasma não se mul-
tiplique bem, permitindo a predominância do fito-
plasma. Possivelmente, essa hipótese pode também
ser considerada para explicar porque, dentre as 103
amostras positivas para a detecção de molicutes,
94,5% estavam infectadas apenas por espiroplas-
ma ou por fitoplasma. Cigarrinhas que se desenvol-
veram sob determinadas condições de temperatura
poderiam ser portadoras de apenas um desses
patógenos, para infecção dessas plantas.
Observa-se, ainda, que as temperaturas de
outono, período coincidente com parte do desen-
volvimento de lavouras de milho plantadas na
safrinha, foram mais baixas no ano de 2000 que em
2001, o que pode ter limitado o desenvolvimento
do espiroplasma, com conseqüente aumento na in-
cidência do fitoplasma na safrinha de 2000 (Figura
3). Em levantamento realizado no estado do Paraná,
também foi constatada a predominância de fitoplas-
ma (Oliveira et al. 2001), confirmando os resulta-
dos obtidos neste trabalho.
A distribuição de freqüência das 109
detecções de fitoplasma e de espiroplasma em fun-
ção das altitudes médias dos vários municípios em
que foram conduzidos os ensaios não mostrou dife-
renças acentuadas, embora 72,4% das amostras
infectadas por espiroplasma tenham se concentrado
nos municípios com altitudes inferiores a 650 m
(Figura 4). Considera-se possível, entretanto, que
essa ocorrência de espiroplasma mais concentrada
em municípios de baixa altitude possa estar antes
associada a temperaturas mais elevadas nesses locais
que ao efeito direto da altitude, porém, essa variável
não foi controlada durante a condução dos ensaios.
FIGURA 3. Incidência de molicutes na safrinha e
na safra de verão (média dos ensaios).
FIGURA 4. Incidência de molicutes em municípios
com diferentes altitudes. AS = Assis, SP (546 m);
SH = Santa Helena de Goiás, GO (562 m); JD =
Jardinópolis, SP (590 m); VT = Vicentinópolis, GO
(646 m); CB = Capão Bonito, SP (705 m); RV =
Rio Verde, GO (715 m); SL = Sete Lagoas, MG
(761 m); MT = Montividiu, GO (821 m).
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Foi observado também nesses ensaios que,
quando infectadas por molicutes, algumas cultivares
apresentaram maior grau de avermelhamento que
outras. A cultivar previamente considerada com alto
nível de resistência não apresentou sintomas de en-
fezamentos na maioria dos locais e épocas avalia-
das, excetuando-se na safrinha de 2001, no municí-
pio de Rio Verde (GO), em que apresentou 57,6%
das plantas com sintomas. Esse resultado sugere a
existência de variantes genéticos dos molicutes, que
podem quebrar a resistência de cultivares.
Não foram detectados novos vírus ocorren-
do em qualquer das cultivares incluídas no ensaio,
nos diversos locais e épocas de plantio avaliados.
Apenas o MRFV e o MDMV foram detectados,
em geral, em baixa incidência, e com grande variação
entre os municípios e épocas amostradas (Tabela 3); a
identidade desses vírus foi confirmada através das
análises por RT-PCR. Os níveis de incidência des-
ses vírus podem ser variáveis em anos distintos, sen-
do dependentes sempre da presença das cigarrinhas
e dos afídeos e de fontes de inóculo nas proximida-
des das lavouras de milho, além de serem influenci-
ados por condições climáticas (Almeida et al., 2001;
Oliveira & Oliveira, 2001).
De forma geral, os resultados obtidos evi-
denciaram maior incidência dos enfezamentos cau-
sados por molicutes na cultura do milho, em relação
às viroses, e sugerem limitações quanto à possibili-
dade de escape a essas doenças através da escolha
do local e da época de plantio.
TABELA 3. Incidência de plantas (%) com sintomas de infecção por vírus, na safrinha e na safra de verão,
nos municípios amostrados.
(-) Não avaliado; Sfr – Safrinha; Sfv – Safra de Verão.
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Conclusões
1- Em geral, os níveis de incidência de en-
fezamentos causados por molicutes são mais eleva-
dos nos plantios de safrinha, em relação aos planti-
os da safra de verão.
2- Em geral, os níveis de incidência de fito-
plasma e de espiroplasma nos plantios da safra de
verão tendem a ser semelhantes, porém, pode ocor-
rer predominância de fitoplasma ou de espiroplas-
ma nos plantios de safrinha, em anos distintos.
3- Atualmente, a incidência de enfezamen-
tos é maior que a incidência de viroses na cultura do
milho, nas regiões estudadas.
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